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(57) Abstract: The invention relates to a method and a device for the qualitative and/or quantitative determination of a protein 
and/or peptide pattern of a fluid sample, which is taken from the human or animal body in order to check the condition of the latter. 
The peptides and proteins of the fluid sample are prepared and then subjected to an analysis, in which reference and sample values 
that describe conditions of the human or animal body, in addition to deviations and correlations that have been derived from said 
values are determined and automatically stored in a database. When anew protein and/or peptide pattern is determined, the database 
is then searched for the best possible correlations. Mass components or structural components of the proteins and/or peptides are 
determined and stored temporarily. Real masses or structures are then calculated by a common evaluation of the temporarily stored 
mass components or structural components and an assignment is made to the proteins and/or peptides in the fluid sample. 
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Verfahren und Vorrichtung zur qualitativen und/oder quantita- 
tiven Bestimnwng eines Protein- und/oder Peptidmusters einer 
Flus s igkei tsprobe , die dem menschlicben oder tiexischen Kor- 

per entnommen wird 

Die Eirf indung betrif f t ein Verfahren nach dem Oberbeg-rif f des , 
Anspruchs 1 und eine Vorrichtung nach dem Oberbegrif f des An- 
spruchs 6. 

Aus der WO 01/84140 A2 ist ein gattungsgemafies Verfahren und 
eine gattungsgemctfie Vorrichtung zur- qualitativen und/ oder 
quantitativen Bestimmung eines Protein- und/ oder Peptidmus- 
ters einer Flussigkeitsprobe bekaxint . - Proteine und/ oder Pep- 
tide einer Flussigkeitsprobe werden mittels Kapillarelektro- 
phoarese getrennt, anschlieSend direkt ionisiert und online 
uber ein Interface in ein da ran gekoppeltes Massenspektrome- 
ter zur Detektion uberfuhrt. 

Zur Kontrolle des Zustandes eines menschlichen oder tieri- 
schen Korpers fiber einen ISngeren Zeitraum werden Zustande 
beschreibende Referent- und Probenwerte sowie hieraus abge- 
leitete Abweichungen und Ubereinstimraungen in einer D&tenbank 
automatisch gespeichert und bei einer neuen Protein und/oder 
Peptidmusterbestimnrung automatisch nach bestmdglichen Uber- 
einstimmungen gesucht. 
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Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, bei einem Verfahren 
und einer Vorrichtung zur qualitative und/oder quantitativen 
Bestimmung eines Protein- und/oder Peptidmusters einer 
Flussigkaitsprobe die darin enthaltenen Proteine und Peptide 
.in einem- gemeinsamen Erfassungs- und Auswertevorgang scbnell 
und reproduzierbar zu ermitteln. 

Diese Aufgabe wird bei einem Verfahren nach dem Oberbegrif f 
des Anspruchs 1 und bei einer Vorrichtung nach dem Oberbeg- 
rif f des Anspruchs 6 durch die im jeweiligen Anspruch ahgege- 
bene Merkmale gelost.- 

Weiterbildungen und vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich 
aus den Unteranspruchen . 

Durch kontinuierliches Zwischenspeichem der Massenbestand- 
teile oder Strukurbestandteile der Proteine und/oder Peptide 
. wird ein mehrdimensionales Datenf eld aus Rohdaten erhalten, 
aus- sich dann unabhangig- mittels Rechenalgorithmen echte Mas- 
sen oder echte Strukturen berechneh.lassen. 

GemaS einer Aus fuhrungs form mit massenspektrometrisehen Be- 
st immung wird durch kontinuierliches Zwischenspeichem der 
Einzelspektren des Massenspektrometers ein dreidimensionales 
Datenf eld des Gesamtspektrums erhalten, wobei die erste Di- 
mension die Amplitude der Spektralllinien, die zweite Dimen- 
sion die Zeit und die Dritte Dimension die Masse darstellt. 
Durch Auswertung mittels Rechenalgorithmen kann so eine pra- 
zise Angabe der echten Massen und jeweiligen Gesamtamplituden 
erfolgen. Dabei werden alle Massen und Gesamtamplituden in 
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einem gemeinsamen Auswertevorgang ermittelt und stehen eine 
Zuordnung zu den in. der Flussigkeitsprobe entha-ltenen Protei- 
nen und/oder Peptiden fur einen Vergleich mit gespeiclierten 
Werten zeitgleich zur VerfQgung. 

GemaJS einer Weiterbildung wird nacb Zwischenspeicherung der 
Einzelspektren und vor Berechnung der ecbten Massen und der 
jeweiligen Gesamtamplituden eine Elimination der in den 
Spektren enthaltenen StSrungen, insbesondere Rauschen, vorge- 
nommen . 

Da Storungen, insbesondere Rauschen, im Gegensatz zu Nutzsig- 
nalen keine systematisch wiederkehrenden Linien, im 
Spektrogramm erzeugen, konnen Storungen von Nutzsignalen un-' 
terschiaden werden. Dadurch ist eine Elimination mflgliciu Die 
Erfassung und Aufldsung von Nutzsignalen wird so gesteigert, 
wodurch. eine hdhere Zahl unterschiedlicher Proteine und/oder 
Peptide mit geringer Amplitude ihrer Spektrall linien ermit- 
telbar sind, 

Vorzugsweise werden nur Massen und Gesamtamplituden oberhalb 
vorgegebener Schwellwerte ausgewertet. Dadurch wird das Volu- 
men der Daten der auswertenden Einzelspektren verringert und 
die Rechenzeit verkurzt. 

Weiterhin kann anhand von Massen und Gesamtamplituden einzel- 
ner Proteine und/oder Peptide, die wegen ihres Vorhandenseins 
in alien Flussigkeitsproben als Ref erenzwerte in der* Daten- 
bank" gespeichert sind, eine Kalibrierung der Massen und Ge- 
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samtamplituden bei einer neuen Protein- und/oder Peptidmus- 
terbestimmung vorgenommen. 

Bei dieser Mafiaahme wird die aus Voruntersuchungen gewonnene 
Erkenntnis genutzt, dass einige der bestimmbaren Proteine 
und/oder Peptide grundsatzlicb in alien untersuchten Flussig- 
keitsproben und dort aucb mit annahernd jeweils gleicber Kon- 
zentration vorhanden sind. Dies gilt fur Proben von Spendern 
mit normalem und mit abweichendem Befund gleichermaSen. Durch 
Nutzung dieser Proteine und/oder Peptide als Ref erenzwerte 
konnen die Rohwerte der Spektren bei einer neuen Protein- 
und/oder Peptidmusterbestimmung und damit ■ auch die Massen und 
Gesamtamplituden kalibriert und .Vergleicbe mit gespeicberten 
Musteni erleichtert werden. 

Nacnfolgend wird die Erfindung anhand eines Ausftihrungsbei- 
spiels und durchgefuhrter Versuchsreihen ermittelt. 

Hierzu zeigen: 

Fig. 1 eine scnematiscbe Darstellung einer erf indungsgema- 
Sen Vorrichtung, 

Fig. 2 eine schematiscbe Darstellung des Verarbeitungsab- 
laufs der Messwerte bis zum Ergebnis, 

Fig. 3a-d eine Darstellung dreidimensionaler Massenspektren 
von Flussigkeitsproben mit normalem Befund und' abweichenden 
Befunden sowie sowie zugeboriger Tabellen 
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Fig, 1 zeigt eine schematische Darstellung einer erf indungs- 

genicUSen Vorrichtung . Aus einer Flussigkeitsprobe 10 # vorzugs- 

weise Serum Oder Urin, werden nach Ultrazentrifugation und 

Ultrafiltration erhaltene Fraktionen einem Kapillare- 

lektrophoresegerat 14 zugefuhrt. Die Molekille der Fraktionen 

gelangen uber eine- daran direkt angeschlossene Ionisierungs- 

einheit IS und uber ein Interface 18 an ein online gekoppel- 

tes Massenspektrorneter 20. Die Spektrogramme des Mas- 

i 

senspektrometer 20 gelangen zu einer Rechnereinheit 22 die 
einen Speicher und Datenbank umfasst. Die progratnmgesteuerte 
Rechnereinheit 22 dient einmal zur Steuerung der Vorrichtung. 
AuSerdem werden die durch Detektion erhaltenen MeSwerte auto- 
matisch ausgewertet und in Datenbanken abgespei chert . Weiter- 
hin gleicht das Programm neue MeSwerte automatisch mit den 
bereits gespeicherten Me£werten ab. 

Durch den Abgleich werden ubereinstimmende und abweichende 
Parameter emiittelt, die zur Beschreibung des Zustandes eines 
menschlichen oder tierischen Korpers herangezogen werden kon- 
nen, 

Mittels der Datenbanken ist es moglich', gleiche, ahnliche o- 
der unterschiedliche Zustande des menschlichen oder tieri- 
schen Kcrpers zu identif izieren. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren zur qualitativen und/oder 
quant itativen Bestiimnung eines Protein* und/oder Peptidmus- 
ters einer Flussigkeitsprobe, die dem menschlichen oder tie- . 
rischen Korper entnommen wird, kann von technisch ausgebilde- 
ten Personen durchgefuhrt werden. Die Anwendung bedairf keines 
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Arztes und kann auch auSerhalb medizinischer Laboratorien aa- 
gewendet werden. 

Fig. 2 zeigt eine schematische Darstellung des Verarbeitungs - 
ablaufs der Messwerte bis zum Ergebnis. Oben ist der gxobe 
Intensitatsverlauf uber der gesamten Messzeit dargestellt. 
Pur ein Zeitfenster von ca. 3 sec. Aus dem Intensitatsverlauf 
ist ein zugehdriges Spektrogramm dargestellt. Das Bild links 
unten zeigt eine dreidimensicnale Darstellung aller 
Spektrogramme wahrend einer Messzeit. Die Zeitachse als erste 
Dimension verlauft von rechts nach links. Die Intensitatsach- 
se ist durch die Helligkeit dargestellt. Die Massenachse ver- 
lauft von oben nach unten nach oben. Nach Elimination von 
Storungen und unter Anwendung von Rechenalgorithmen ermittelt 
die Rechnereinheit aus alien Einzelspektren die echte Masse 
und die Gesamtamplituden. Dabei werden in einer ersten Dat en- 
analyse werden samtliche Peaks identifiziert. Im nachsten 
Schritt ist die Ladung jedes Peaks bestimmt, wobei sowohl I- 
sotopenverteilung als auch konjugierte Massen verwendet wer- 
den. Eine Tabelle der echten Massen', die mit einer Wahr- 
scheinlichkeit von mehr als 90% in alien untersuchten Plus- 
sigkeitsproben vorkommen, ist schlieSlich in der Tabelle 
rechs unten dargestellt. 

Fig. 3a-d zeigt eine Darstellung typischer Beispiele dreidi- 
mensionaler Massenspektren von Flussigkeitsproben mit norma- 
lem Befund und abweichenden Befunden, namlich MNGN, MCG und 
FSGS, sowie zugehoriger Tabellen. Jeder krankhafte Befund 
zeigt ein typisches Proteinmuster ." Die paten der Untersuchun- 
geh wurden, unterteilt in die verschiedenen Erkr'ankungen, 



WO 2004/068130 



7 



PCT/DE2004/000119 



statistisch ausgewertet und rait den Daten der gesunden Pro- 
banden verglichen. Eine Reihe.von Polypeptides die in den 
gesunden Probanden vorhanden ist, konnte bei Probanden mit 
krankhafte Befund nicht nachgewiesen werden, w&hrend zus&tz- 
liche Polypeptide nur bei Probanden mit krankhafte Befund, 
nicht aber bei den gesunden Probanden, gefunden werden konn- 
ten. Damit konnen krankheitstypische Proteinmuster aufge- 
stellt werden. 

Urn die Ergebnisse zu erzielen wurde wie folgt vorgegangen. 
Alle Probanden wurden vorab mittels Nieren-Biopsien unter- 
sucht, Eine Gruppe von 18 nqrmalen Probanden vergleichbaren 
Geschlechts und Alters mit normaler Nierenfunktion wurde un- 
tersucht, urn ein normales Polypeptidmuster im Urin zu etab- 
lieren. Urinproben wurden von alien Probanden am morgen ge- - 
sammelt. Die Proben wurden bei -70 C gelagert. Zur Probenau- 
farbeiteung wurden die Proben getaut und 2 ml wurden uber ei- 
ne Pharmacia C2-Saule fraktioniert , urn Polypeptide anzurei- 
chern und Sal z, Harnstgff, und andere stSrende Komponenten zu 
entferaen- Polypeptide wurden mit 50% Acetonitril in Waser 
mit 0,5% Ameisensaure eluiert. Das Eluat wurde lyophilisiert 
und in 20 p>l H20 aufgenommen. 

Die mobile Phase enthielt 3 0% Methanol und 0,5% Ameisensaure 
in H20. Dieselbe Flilssigkeit wurde als Tr&gerf lussigkeit ein- 
gesetzt, mit 300 nl/min. Proben wurden mit Druck (1 psi fftr 
10 sec) injiziert, dies entspricht etwa 100 nl Probe. Der 
MeSdurchlauf wurde bei 30 kV und 0,2 psi durchgef uhrt , fur 45 
min. 
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Wie in Tabelle 1 gezeigt, konnten 51 Polypeptide konnten in 
mehr als 90% der normalen Urinproben gefunden werden. Zusatz- 
lich konnten 70 Polypeptide in >70% der Proben gefunden wer- 
den, weitere 183 Polypeptide in >50% aller Proben. Der Ein- 
satz dieses Verfahrens erlaubte die Detektion von ca. 1000 
Polypeptiden in einer Probe. Ca 300 dieser Polypeptide konn- 
ten in mehr als 50% der gesunden Probanden gefunden werden 
und warden. Die Daten erlauben das Aufstellen eines normalen 
Musters. 13 Urinproben von Probanden mit minimal change glo- 
merulonephritis (MCGN), 13 mit membranSser GN (MOT) und 7 mit 
focal segmentaler Glomerulosclerose (FSGS) wurden mit den 
Normalmustem verglichen. 

Drei Polypeptide die in mehr als 90% aller Proben gefunden 
wurden, wurden als interner Standard verwendet . 17 Polypepti- 
de wurden ausschliefclich in mehr als 90% der MCGN Probanden 
gefunden, Weitere 17 Polypeptide wurden ausschlieSlich in 
MNGN Probanden gefunden. Drei Polypeptide, 1312, 1679 und 
1737 Da, waren in alien Proben vorhanden. Diese wurden als 
interne' Standards eingesetzt, urn Vergleichbarkeit zu gewahr- 
leisten. Die Reproduzierbarkeit dieser Daten erlauben die 
diff erentielle Diagnose der Glomerulonephritiden auf Grund 
der Polypeptid Spektren. Somit erm6glicht def Vergleich der 
Polypeptidspektren aus Urinproben die Unterscheidung der drei 
verschiedenen Formen der Glomerulonephritis. 

im nachsten Schritt wurden 33 Probanden mit Nephritis unter- 
sucht. Die Daten sind in Tabelle 2 summiert. Alle Probanden 
erhielten fruher verschiedene Schemata von immunsuppresiva 
zur Therapie, 19 erhielten niedrig dosiertes Corticosteriod 
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und/oder Cyclosporin A zum Zeitpunkt der Untersuchung . Neph- 
rotische Proteinurie konnte in 2 Probanden nachgewiesen wer- 
den, mit Protein Exkretion > 3,5 g/Tag. 12 Probanden zeigten 
zwischen 3,5 und 0,5 g/Tag Protein im Harn, 3 Probanden zwi- 
schen 0,5 und 0,15 g/Tag , und 16 Probanden waxen in klinische 
Remission mit <0,15g/Tag Proteinurie und normalem Serum Krea- 
tinin. 

Die Daten der individuellen Untersuchungen wurden in Daten- 
banken gruppiert (je eine fxir eine der drei Krankheiten*) . Die 
Werte aus diesen Datenbanken, die die typischen Proteinmuster 
reprasentieren, wurden in Folge verglichen. Signifikante Ho- 
mologien wurden in jeder Krankheitsgruppe gefunden. Ein Ver- 
gleich der Polypeptidmuster konnte ftir eine retrospektive 
Dif ferentialdiagnose eingesetzt werden. Typische Beispiele 
fur Spektren von Probanden mit MNGN, MCG und FSGS sind in 
Fig, 3 gezeigt. Jede Erkrankung zeigt ein typisches Protein- 
muster. Die Daten der Untersuchungen wurden, unterteilt in 
die verschiedenen Erkrankungen, statistisch ausgewertet und 
mit den Daten der gesunden Probanden verglichen. Eine Reihe 
von Polypeptiden, die in den gesunden Probanden vorhanden 
ist," konnte in den kranken Probanden nicht nachgewiesen wer- 
den, wahrend zus3.tzliche Polypeptide nur in den Probanden, 
nicht aber bei den gesunden Probanden, gefunden werden konn- 
ten. Damit konnen krankheitstypische Proteinmuster aufge- 
stellt werden. 
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Tabelle 3 zeigt die Zusammenf assung von 122 Polypeptides die 
in mehr als 70% der Normalkontrollen gefunden wurden, im Ver- 
gleich zu den drei Krankheitsgruppen . Eine Reihe von Protei- 
nen war Abwesend in den Probanden. Obwohl die Mehrheit der 
MCG Probanden in klinischer Remission war, konnten 56 Poly- 
peptide, die in der Normalkontrolle vorhanden sind, nur in 
<25% der Probanden proben gefunden werden. 9 Polypeptide, die 
in >90% der Normalkontrollen gefunden wurden, waren abwesend 
in Probanden mit MNGN. Weiter 47 waren in <25% dieser Proban- 
den gruppe detektierbar. Auch in dieser Gruppe konnte eine 
Reihe von Polypeptiden gefunden werden, die in der Normalkon- 
trolle Oder bei anderen Erkrankungen abwesend waren. 17 Poly- 
peptide konnten identifiziert werden, die spezifisch in MNGN, 
aber in <25% der MCG oder FSGS Probanden vorhanden waren; Ein 
Polypeptid konnte nie in gesunden Probanden detektiert wer- 
den. Weitere 17 Polypeptide konnten nur im Urin von Probanden. 
mit MCG detektiert werden. Dies ist urn so bemerkenswerter, da 
die meisten von diesen Probanden in kliniscber- Remission wa- 



ren. 



Die verwendeten Abkurzungen babe folgende Bedeutuiig: 



MNGN 
FSGS 

MCGN bzw. MCG 



Membran&se Glomerulonephritis 
Focal Segmentale Glomerulosclerose 
Minimal Change Glomerulonephrits 
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Table 1 




m 
m 
f 
m 
m 
f 

m 

m 

f 

f 

m 

m 

m 



;43_ 
2 



I 



,36 



48 



68 



47 
69 
34 
21 
23 
44 
40 



MNGN 
MNGN 
MNGN 
MNGN 
MNGN 
MNGN 
MNGN 
MNGN 
MNGN 
MNGN 
MNGN 
MNGN 
MNGN 



100 
82 
83 
93 
100 
150 
93 
128 
<80 
80 
150 
118 
119 



0,4 
0.7 
5.0 
0.2 
1.0 
1.0 
,3.0 
0.02 
3.0 
1.0 
0.3 
1.0 
1.0 



CSA+CS 
CS 

CSA+CS 
CS 

CSA+CS 

CS 
CSA 
CSA+CS 
CSA+CS 

CSA 
CSA 



m 
f 

m 
m 
f 
f 

m 

f 

m 

m 

m 

f 

m 



(21 



'43 



,61 



52 



44 

39. 
70 

;68 



SO 



i18 

28" 

52 



MCGN 
MCGN 
MCGN + 
MCGN + 
MCGN + 
MCGN + 
MCGN* 
iMCGN * 
IMCGN 
(MCGN 
MCGN 
MCGN 
MCGN 



57 

1.14 

<93 

<93 

118 

<80 

<93 

95 

<93 

<93 

77 

160 

93 



0.12 

0.01 

0.01 

0.1 

0.01 

0.02 

0.02 

0.08 

0.08 

0.05 

0.05 

0.1 

0.4 



ICSA 



CSA 



CSA+CS 
CS 



+ frequent relapse; Therapy: immunosuppresson; CSA Ciclosporin A, 

* DD FSGS CS: corticosteroids; -: currently no immunosuppression 
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1134,17 >90 <25 <25 

1157,30 >90 >50 >50 

1178.90 >90 • <25 <25 
1194,19 >Q0 >50 <25 
1217,71 >90 25-50 25-50 

1223.91 >90 > 50 25 - 50 
1238,78 > 90 > 70 

1249,62 >90 <25 <25 

1255,23 >90 <25 <25 

1311,55 >90 >90 >90 

1313,43 >90 <25 >50 

1313,60 >90 <25 <25 

1315,54 >90 25-50 ■ 25-50 

1321,13 > 90 25 - 50 25 - 50 

1377,71 >90 >70 >50 

142138 > 90 25 - 50 25 - 50 

1424,18 >90 >70 >70 

1434,78 > 90 25 - 50 25 - 50 

1451.12 >90 <25 <25 
1467,22 > 90 25 - 50 25 - 50 
1508,02 >90 25-50 25-50 
1522,45 >90 <25 <25 
1538,86 >90 <25 <25 

1539.09 >90 <25 < 25 
1579,93 >90 <25 <25 
1607,51 >90- <25 <25 

1635.13 >90 <25 <25 
1655,17 >90 >70 >-7Q 
1679,21 >90 >90 >90 

1679.67 > 90 25 - 50 25 - 50 
1697,51 >90 <25 <"25 
1715,38 >90 <25 <25 
1737,32 >90 >90 >90 
1893,06 >90 <25 <25 
1894,62 >8Q <25 <25 
1910,42 >80 <25 <25 

1933.10 >90 25-50 25-50 
1948,51 >90 25 - 50 25 - 50 
20473 >90 <25 >50 
2063,36 >90 < 25 -«25 

2116.68 >90 <25 <25 
2256,34 >90 < 25 <25 
2393,32 >90 < 25 <25 
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2408,39 
2562,42 
2999,84 
3279,82 
3400,96 
4351,15 
4679,60 
1027,85 
1071,62 
1081,30 
1141,29 
1160,14 
1191,11 
1195,07 
1199,44 
1200,07 
1235,05 
1261,15 
1265,14 
1275,68 
1282,87 
1297,21 
1307,92 
1311,78 
136723 
1368,21 
1389,44 
1421,44 
1424,54 
1438,12 
1445,96 
1461,66 
1472,82 
1545,48 
1561,03 
1578,80 
1589,00 
1635,96 
1651,06 
1753,81 
1761,26 
1765,48 
1766,87 
1875,54 
1877,49 
1888,56 
1913,25 



>90 
>90 
>90 
>90 
>90 
>90 
>90 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 
>70 



<25 

>50 

25-50 

>50 

<25 

<25 

<25 

<25 

25-50 

<25 

25-50 

<25 

25-50 

>50 

>90 

<25 

25-50 

25-50 

<25 

<25 

25-50 

25-50 

25-50 

>90 

<25 

<25 

25-50 

25-50 

>70 

>50 

<25 

25-50 

25-50; 

<25 

25-50 

25-50 

>50 

<25 

25-50 

25-50 

>50 

25-50 

25-50 

25-50 

25-50 

25-50 

>50 



<25 
<25 
<25 



>90 
>50 

25-50 

<25 

25-50 

<25 

25-50 

<25 

>80 

<25 

25-50 

25-50 

<25 

<25 

25-50 

>50 

25-50 

>90 

<25 

<25 

25-50 

25-50 

>70 

25-50 

<25 

25-50 

25-50 

<25 

25-50 

25-50 

<25 

<25 

25-50 

25-50 

>50 

25-50 

25-50 

25-50 

25-50 

25-50 

25-50 
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1931,91 >70 - 25 - 50 25 - 50 

1947,41 >70 >90 >'90 

20073 > 70 25 - 50 25 - 50 

2045,33 >70 >50 >50 

2068,65 >70 <25 <25 

2174,04 >70 <25 >70 

22483 • > 70 25 - 50 25 - 50 

2312^7 >70 <25 <25 

2548,77 >70 <25 <25 

2568,70 >70 <25 <25 

26623 >70 25 - 50 25 - 50 

2678,14 >70 <25 <25 

2684,10 > 70 25 - 50 25 - 50 

2735,76 >70 <25 <25 

2741,38 >70 <25 <25 

2824,26 >70 <25 25-50 

28883 >70 

301032 >70 > 50 25 - 50 

32643 >70 <25 <25 

3384,47 >70 <25 • 

3439,94 > 70 25 - 50 <25 

3456,69 >70 <25 <25 

3478,40 >70 >50 <25 

3721,63 > 70 25 - 50 25 - 50 

3968,61 >70 <25 25-50 

4041,83 >70 25.-50 

4096,96 >70 <25 <25 

47463 >70 25 - 50 25 - 50 

57993 >70 <25 <25 

6169,19 >70 <25 <25 

6183,91 >70 <25 *25 
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Table 3: II 


barkers for MNGN and MCG 




















mmi 






1193.95 


>90 


25 - 50 


25 - 50 


1108 21 


>90 




o< cn 


1259.13 


>90 


< 25 


<25 


SOOHI.OO 


>90 


A 
U 


2o - 50 


1265 


>90 


< 25 


25-50 




>90 


u 


25 - 50 


1435.07 


>90 


< 25 


<25 




> 90 




**• OK 

< 25 


1523.16 


> 90 


25 - 50 


25-50 


1 797 94. 


> 90 


<^ Od 


< 25 


1538.77 


>90 


< 25 


<25 




>90 


n 
u 


< 


1561.05 


■> on 


< 25 


<25 j 


2227.55 


>90 


<25 


<25 


I Ooa.Ss 


>90 


<25 


<25 


2405.97 


> 90 


0 


0 


1651.03 


>90 


25-50 


25-50 


2751.55 


>90 


0 


<25 


1679.08 


>90 


<25 


<25 


3841.38 


>90 


<25 


<25 


1680.33 


>90 


<25 


<25 


4152.6 


> 90 


<25 


<25 


1910.6 


>90 


<25 


<;25 


4239.56 


>90 


o- 


<25 


2409.04 


>90 


<25 


<25 


4624.34 


>90 


<25 


<25 


2824.47 


>90 


<25 


<25 


4711.49 


>90 


<25 


<25 


3208,58 


>90 


25 


25 


4891.54 


>90 


<25 


<25 


3441.19 


>90 


<25 


<25 


5755.82 


>90 


0 


<25 


3456.4 


>90 


25-50 


25-50 


5869.67 


>90 


0 


<25 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur qualitativen und/oder quantitative!! Be- 
stimmung eines Protein- und/oder Peptidmusters einer Flussig- 
keitsprobe (10), die dera menschlichen Oder tierischen Korper 
zur Kontrolle seines Zustandes entnoramen wird,. wobei die Pep- 
tide und Proteine der Flussigkeitsprobe (10) nach Aufberei- 
tung einer Analyse unterzogen werden, wobei Zustande eines 
menschlichen Oder tieris-chen Kdrpers beschreibende Referenz- 
und Probenwerte sowie hieraus abgeleitete Abweichungen und 
Dbereinstiromungen ermittelt werden, in einer Datenbank auto- 
matisch gespeichert werden und bei einer neuen Protein - 
und/oder Peptidmusterbestimmung automatisch nach bestmogli- 
chen Ubereinstimmungen gesucht wird, dadurch gekennzeichnet, 
dass Massenbestandteile Oder Strukurbestandteile der Proteine 
land/ oder Peptide ermittelt und zwischengespeichert werden, 
anschliefiend durch gemeinsame Auswertung der. zwischengespei- 
cherten Massenbestandteile oder Strukurbestandteile ecbte 
Massen oder echte Strukturen berechnet werden und aus der 
Kombination der berechneten echten Massen oder echten Struk- 
turen eine Zuordnung zu den in der Flussigkeitsprobe (10) 
enthaltenen Proteinen und/oder Peptiden vorgenoranen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei wobei die Peptide und 
Proteine der Flussigkeitsprobe (10) mittels Kapil- 
larelektrophorese getrennt, anschliefiend direkt ionisiert und 
online uber ein Interface (18) in ein daran gekoppeltes Mas- 
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senspektrometer (20) zur Detektion tiberfilhrt werden, , da- 
durch gekennzeichnet, dass Einzelspektren des Mas senspektro- 
meter (20) kontinuierlich zwischengespei chert werden, an-, 
schlieBend durch gemeinsame Auswertung der zwischengespei- 
cherten Einzelspektren echte Massen und die jeweiligen Ge- 
samtamplituden berechnet werden und aus der Kotnbination der 
berechneten echten Massen und der jeweiligen Gesamtamplituden 
eine Zuordnung zu den in der Flussigkeitsprobe (10) enthalte- 
nen Proteinen und/oder Peptiden vorgenommen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , dass 
nach; Zwischenspeicherung der Einzelspektren und vor Berech- 
nung der echten Massen und der jeweiligen Gesamtamplituden 
eine Elimination der in den Spektren enthaltenen Storungen, 
insbesondere Rauschen, vorgenoramen wird, 

4. Verfah r en nach Anspruch 2 Oder 3 , dadurch gekennzeich- 
net, dass nur Massen und Gesamtamplituden oberhalb vorgegebe- 
ner Schwellwerte ausgewertet werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis. 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass anhand von Massen und Gesamtanrplituden 
einzelner Proteine und/oder Peptide, die wegen ihres 
Vorhandenseins in alien Flussigkeitsproben als Ref erenzwerte 
in der Datenbank gespeichert sind, eine Kalibrierung der 
Massen und Gesamtamplituden bei einer neuen Protein- und/oder 
Peptidmusterbestimmung vorgenommen wird. 

6. Vorrichtung zur qualitativen und/oder quantitativen Be- 
stimmung eines Protein- ode-r Peptidmusters einer Flussig- 
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keitsprobe (10) , die dem menschlichen oder tierischen Korper 
zur Kontrolle seines Zustandes entnoramen worden ist, wobei 
die Vorrichtung eine Aufbereitungsvoixi.chtung, eine Analyse 
und eine Rechnereinheit (22) mit' einem Programm zur Steuerung 
der Vorrichtung sowie zur automatischen Auswertung und Spei- 
cherung der MeSwerte und zur Abgleichung neuer MeSwerte mit 
den bereits gespeicherten MeSwerten enthalt, wobei Zustande 
eines menschlichen oder tierischen Korpers beschreibende Re- 
ferenz- und Probenwerte- sowie hieraus abgeleitete Abweichun- 
gen und Sbereinstimmungen ermittelbar und in einer Datenbank 
speicherbar sind und bei einer neuen Protein- und/oder Pep- 
tidmusterbestimmung automatisch nach bestmogli'chen fiber ein - 
stimmungen suchbar, dadurch gekennzeicliaet, da£ mittels der 
Analsysevorrichtung Massenbestandteile oder Strukurbestand- 
teile der Proteine und/oder Peptide ermittelbar sind und die 
Massenbestandteile oder Strukurbestandteile als Werte in ei- 
nemSpeicher zwischenspeicherbar und mittels der Rechnerein- 
heit (22) echte Massen oder echte Strukturen berechenbar 
sind, und aus der Kombination der berechneten echte Massen 
oder echte Strukturen sowie Vergleich mit in der Datenbank 
gespeicherten Werten eine Zuordnung;zu den in der Flussig- 
keitsprobe (10) enthaltenen Proteinen und/oder Peptiden vor- 
nehmbar ist. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, wobei die Vorrichtung ein 
Kapillarelektrophoresegerat (14), eine Ionisi.erungseinh.eit 
(16) , ein uber ein Interface (18) online gekoppeltes Mas- 
senspektrometer (20) und eine Rechnereinheit (22) mit einem 
Programm zur Steuerung der Vorrichtung sowie zur autotnati- 
schen Auswertung und Speicherung der MeSwerte und zur Abglei- 
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chung neuer MeSwerte mit den bereits gespeicherten Mefiwerten 
entlia.lt, dadurch gekenn zei chne t , daS Einzelspektren des Mas- 
senspektrometeirs (20) kontinuierlich in einem Speicher zwi- 
schenspeicherbar und mittels der Rechnereinheit (22) echte 
Massen und die jeweiligen Gesamtamplituden berechenbar sind, 
und aus der Kombination der berechneten ecliten Massen und der 
jeweiligen Gesamtamplituden sowie Vergleich mit in der Daten- 
baiik gespeicherten Werten eine Zuordnung 2ru den in der Flus- 
sigkeitsprobe (10) enthaltenen Proteinen und/oder Peptiden 
vornehmbar ist . 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daS 
mittels der mittels der Rechnereinheit (22) nach Zwischen- 
speicherung der Einzelspektren und vor Berechnung der echten 
Massen und der jeweiligen Gesamtamplituden eine Elimination 
der in den Spektren enthaltenen Stfirungen, insbesondere Rau- 
schen, vornehmbar ist. 

9 . Vorrichtung nach Anspruch 7 Oder 8 , dadurch gekennzeich- 
net, dass mittels der Rechnereinheit (22) ein Schwellwert 
vorgebbar i3t oberhalb dessen Massen und Gesamtamplituden 
auswertbar sind. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 7 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass mittels der Rechnereinheit (22) anhand 
von Massen und Gesamtamplituden einzelner Proteine und/oder 
Peptide, die.wegen ihres Vorhandenseins in alien Flilssig- 
keitsproben als Ref erenzwerte in der Datenbank gespeichert 
sind, eine Kalibrierung der Massen -und Gesamtamplituden bei 
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einer neuen Protein- und/oder Peptidmusterbestimmung vornehm- 
bar ist. 
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